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BEVEZETES

A novények alkalmazkodasat a széls6séges kornyezeti kortilményekhez molekularis
szinten szdmos tényez6 koordinalja, a kiilonb6z6 stresszmechanizmusok hatterében allo
szabalyoz6 hal6ézatok, metabolikus utvonalak feltérképezése fontos célpontja a
novénybiologiai alapkutatasoknak. Az Arabidopsis thaliana modell novényen végzett
kutatasok révén szamos olyan gént azonositottak, amelyek szerepet jatszanak a
stresszhatasok érzékelésében és kivédésében, viszont extrém korilmények kozott a
stresszérzékenysége végett ez a n6vény nem tanulmanyozhatd. Erre a problémara nyujt
megoldast a szarazsag- és sotliré extremofil névények alkalmazasa, melyek koziil a halofitak
fontos génforrasként szolgdlhatnak a mezdgazdasagi novényfajok stressztiirésének
fokozasaban (Ahuja és mtsai., 2010; Mishra és Tanna, 2017).

A novények fenotipusat a kornyezet és a genetikai allomanyuk széleskoriien
befolyasoljak, hatast gyakorolnak a novekedésiikre és fejlédésiikre, illetve fizioldgiai és
molekularis tulajdonsagaikra is. Ennek kovetkeztében a névények szerkezeti és fizioldgiai
tulajdonsagainak a preciz leirasara és megfigyelésére van sziikség a fenotipusuk jellemzése
sordn. Az alapvetéen pontos és megbizhaté Kklasszikus moédszerek révén mindez
megvalodsithato, de sok esetben a noévények megsemmisitésével és szadmos hosszadalmas
analitikai 1épéssel és méréssel jarnak, ezért a nagy szamu kisérletek végrehajtasa sokszor
bonyodalmas vagy épp lehetetlen. A nagy egyedszamu kisérletek elvégzése nem csak
id6igényes folyamat, de szamos hibalehet6séggel jarhat. A nem invaziv képelemz6
modszerek fejlesztése és alkalmazasa megoldast nyujt ezekre a problémadakra, mivel a
képalapu technoldgidk altal lehetéség nyilt szdmos morfolégiai és fiziolégiai paraméter
valods idejl és nagyszamu mérésére, elemzésére (Furbank és Tester, 2011; Dhondt és mtsai.,
2013; Rungrat és mtsai.,, 2016). A legtobb képelemz6 program és automata fenotipizalo
rendszer komoly programozodi hatteret és anyagi forrast igényel, ami nem minden
laboratérium szamara adott.

A csoportunkban fejlesztett PlantSize in vitro fenotipizal6 program segitségével
alkalmunk nyilt a megvaltozott stressztoleranciat mutat6é transzgénikus vonalak és
mutansok valds ideji, gyors és koltséghatékony jellemzésére. Segitségével sikeresen
azonositottuk a kornyezeti stresszel szemben ellenalld Lepidium crassifolium SPQ (Small
Paraguat resistance) gént, alkalmazasaval bebizonyitottuk, hogy nem csak az Arabidopsis
thaliana megfelel6jének, de mindkét SPQ fehérjének fontos szerepe van a hormon- és egyéb
novényi stresszvalasz szabalyozasaban.



CELKITUZESEK

PhD tanulmanyaim kezdetekor (2014) a Lepidium crassifolium stressztoleranciajat
biztosité gének azonositasara iranyul6 alkalmazott kutatasi projektbe csatlakoztam, ahol a
feladatom néhany, kivalasztott Lepidium gént expresszalé Arabidopsis vonal részletes
analizise volt. A stressztolerancia javitasat célzé kutatasi programok napjainkban nagy
atereszt6képességli és Kkoltséges rendszereket igényelnek, viszont az alkalmazasuk
hatékonyabba és pontosabba teheti a génazonositdshoz elengedhetetlen fenotipizalasi
folyamatot. A stressztiirésben szerepet jatszé gének azonositasa és jellemzése a jovében
segitheti a mez6gazdasagi haszonnovények genetikai allomanyanak javitasat. Ezek alapjan
célul tiztik ki:

1. Koltséghatékony és felhasznalobarat fenomikai program fejlesztését;

2. A képelemz6 modszerek gyakorlati alkalmazasat a megvaltozott stressztoleranciat
mutat6 transzgénikus vonalak és mutansok jellemzése soran;

3. A halofita Lepidium crassifoliumbdl izolalt és kornyezeti stresszel szemben
toleranciat okoz6 gének tesztelését, egy kivalasztott gén részletes jellemzését;

4. A paraquat rezisztencidért felelds Lepidium crassifolium és Arabidopsis thaliana
Small Paraguat resistance (SPQ) gén leirasat és ezek dsszehasonlitasat;

5. Az SPQ fehérje hormon és egyéb stresszvalasz szabalyozasaban betoltott
szerepének a felderitését;

6. Az SPQ fehérjét tultermel6 transzgénikus Arabidopsis thaliana noévények
vizhidnyhoz térténd alkalmazkodasanak a megfigyelését.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

PlantSize fenotipizal6 program fejlesztése:

A PlantSize képelemzd programot a MATLAB (2016b verzid) programrendszer
specifikus képfeldolgoz6 programcsomag (Image Processing Toolbox™) segitségével
fejlesztettiik.

A képalkotas soran hagyomanyos digitalis kamerat alkalmaztunk.

A kalibraciés munkak soran minden esetben, mint teszt és kontroll névény, az
Arabidopsis thaliana Columbia o6kotipusat (Col-0) hasznaltuk. A program
hasznalhatdsaganak a visszaigazolasara a phyB-9 mutanst vettiik igénybe.

A rozettak méretének, szinének és alakjanak a meghatarozasara irdnyulé kalibraciés
munkak soran alkalmazott moédszerek:

e Friss és szaraz tomeg mérések;

e Kklorofill és antocian tartalom exmeghatarozasa spektrofotometrias
mérésekkel.

A PlantSize az egyedi novények rozettdjadhoz tartoz6 morfologiai és fiziologia
paramétereket szamolja ki. A rozetta méretét meghatarozo6 paraméterek:

o teriilet (Pixel area), a névények altal lefedett tertilet pixelben;

friss tomeg (Weight);
e konvex teriilet (Convex area), a rozettat koriilolelé burkon beliili pixelhalmaz;

e konvex szazalék (Convex %), a konvex burkon beliil elhelyezked6 novényi
pixelhalmaz szazalékos aranya a teljes pixelhalmazhoz viszonyitva.

e A novények fiziologia allapotat a klorofill (pg Chl./pixel) és antocian (ng
Anth./pixel) értékekkel jellemzi, melyek meghatdrozasa a novényekhez
tartozo Hue (szinarnyalat) értékeit alapjan tortént (Sass és mtsai., 2012).



Lepidium crassifolium és Arabidopsis thaliana SPQ jellemzése:

Az SPQ (LcSPQ, AtSPQ) fehérjéket in silico médszerekkel azonositottuk.

A teljes hosszusagu SPQ cDNS-t konstitutiv prométer (pCaMV 35S) jelenlétében
fejeztettiik ki, majd vad tipusu (Col-0) ndvények kromoszémaiba épitettiik be.

Az SPQ fehérjék sejten beliili lokalizaciéjanak a vizsgalatara LcSPQ-GFP és AtSPQ-
GFP fuziés konstrukcidkat allitottunk eld, melyeket Arabidopsis gyokér eredetii
sejtszuszpenzids kultarakba és vad tipusu (Col-0) névényekbe transzformaltunk.

Az AtSPQ gén jellemzése és funkcidjanak feltarasa céljabol két fliggetlen mutans allélt
genotipizaltunk.

A vizsgdlt transzgénikus és mutans vonalak in vitro jellemzésére a PlantSize
fenotipizalé programot alkalmaztuk.

Csirazas, gyokérnovekedés és hipokotil megnyulas vizsgalata. A kisérletek soran
készitett fényképeket a FIJI képfeldolgoz6 program segitségével elemeztiik ki.

Modulalt fluoreszcencia kioltdsanak az analizise Imaging-PAM fluorométer
késziilékkel.

Lipid-peroxidaciés mérések
Poliamin tartalom meghatarozasa
Sztoémazarddas vizsgalata

Eletképesség vizsgalata dehidracié soran: levelek relativ viztartartalmanak (RWC)
meghatarozasa, tulélési tesztek, Imaging-PAM fluorométer alkalmazasa a PSII-n
keresztili linearis elektrontranszport sebességének (ETR) a mérésére.

Egyéb technikak és modszerek:

fehérje extraktumok differencial centrifugalassal torténd frakcionalasa, Western blot
analizis, valds ideji kvantitativ RT-PCR, lokalizacios vizsgalatok spinning disk
konfokalis mikroszkoéppal.




AZ ERTEKEZES EREDMENYEI

. Kis paraquat rezisztens (SPQ) fehérje azonositasa:

A halofita Lepidium crassifoliumban azonositottunk egy kis fehérjét, melynek a
tultermeltetése paraquat rezisztencidt eredményezett (SPQ) a transzgénikus
Arabidopsis thaliana névényekben (Rigo6 és mtsai., 2016).

In silico elemzések soran ugy tiinik, hogy az SPQ szer(i fehérjék megtalalhatok
minden magasabb rendl névényben. A Lepidiumban azonositott SPQ Arabidopsis
homoldgja 70 aminosav hosszisagu és 8 kDa tomegil kis fehérje, ami 95 %-os
szekvencia hasonlésagot mutat a sziki zsazsaban beazonositott fehérjével. Az
elemzés szerint a SPQ fehérje szekvencidk egyetlen egy konzervalt doménnel, egy N-
terminalis szignal szekvenciaval rendelkeznek.

A vad tipusu Lepidium és Arabidopsis n6vényekben az SPQ gének expresszidjat so,
ozmotikus és oxidativ stresszkezelések nem befolyasoltdk szamottevéen. Az
interneten hozzaférhetd Arabidopsis expresszids adatbazisok szerint az AtSPQ gén
transzkripciéjat nem, vagy csak kismértékben befolydsoljak a kornyezeti hatasok,
vagyis az expresszios adatok nem utalnak arra, hogy a két novényfajban talalhato
SPQ géneknek szerepiik lehet az abiotikus stresszhatasok szabalyozasaban.

Ennek ellenére az LcSPQ és AtSPQ cDNS-ek tultermeltetése figyelemreméltd
paraquat rezisztencia kialakulasahoz vezetett a transzgénikus Arabidopsis
novényekben (Rigé és mtsai, 2016), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
rezisztencia nem a Lepidium SPQ sajatossaga, hanem az SPQ-k megemelkedett
expresszidjanak a kovetkezménye.

Tovabbi szekvencia analizisek nem mutattak hasonldésdgot mas paraquat
rezisztenciaért felelds génekkel, tehat az SPQ fehérjének egyediilallo szerepe van a
herbicid rezisztencia kialakulasaban.



2. Az SPQ fehérjék szerepe a hormon és oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban:

- Az SPQ taltermeltetése csokkentette a paraquat altal kivaltott karosodas mértékét a
fotoszintézis soran, és elharitotta a PSII miikodésének a hanyatlasat, mivel a herbicid
hatasara jelentkez6é PSII maximalis és m(ikod6 fotokémiai kvantumhatasfokanak a
csokkenése csak a vad tipusu novényekben volt megfigyelhetd, mig a transzgénikus
novényekben nem. Az SPQ fehérjék védd funkcidja valosziniileg nem korlatozodik
csak a fotoszintézis soran lezajlé folyamatokra, mivel a megndvekedett
expresszidjuk kovetkeztében fellép6 paraquat rezisztencia megfigyelhet6 volt a
sotétben csirdztatott etiolalt n6vényeken és a nem fotoszintetizal6 gyokereken is. Ezt
a feltételezést tamasztja ala a GFP-fuzionalt SPQ fehérjék vizsgalata Arabidopsis
sejtekben, ami citoplazmatikus lokalizaciéra utal.

- Mivel a SPQ-GFP fehérjék nem mutattak plazmamembranhoz kotott lokalizaciot, igy
valoszin(isithetd, hogy azok direkt médon nem a paraquat felvételének
mechanizmusat szabalyozzak.

-  Eredményeink szerint a tultermeld transzgénikus Arabidopsis névények hasonld
poliamin tartalommal rendelkeznek, mint a vad tipusd Columbia, illetve putreszcin,
spermin és spermidin hasonl6 médon gatolta a vad tipusu és a SPQ-tdltermeld
novények gyokérnovekedését. Habar az SPQ fehérjék szerepét a transzport
folyamatokban nem zarhatjuk ki, nem valészinli, hogy SPQ tultermelés
kovetkeztében kialakuld rezisztencia a poliamin metabolizmussal vagy felvétellel all
kapcsolatban.

- A SPQ-tultermeld novények fokozott érzékenységet mutattak az ABS-el szemben,
mig a funkcidvesztéses spqgl mutans tolerdns volt a hormonra az alkalmazott
csirazas, novekedés és a sztomazarodasi tesztekben.

- A SPQ fehérjék megemelkedett aktivitasa kovetkeztében kialakulé paraquat
rezisztencia és ABS hiperszenzitivitas kozotti kapcsolat valdszinlileg a ROS-hoz
kapcsolodo jelatviteli utak modositasaval, befolyasolasaval magyarazhatd.



3. Az SPQ fehérjét tultermel6 transzgénikus novények szarazsagtoleranciaja:

Az SPQ-tultermel6 novények megemelkedett szarazsdgtolerancidja az ABS
hiperszenzitivitassal jar6 gyorsabb sztomazarodas kovetkezménye is lehet.

Mindemellett az SPQ-tultermeld vonalak sztémazarddasa kozrejatszhat a
szarazsagstressz alatt az oxidativ kdrosodas csokkenésében is, ami pozitiv hatassal
lehet a fotoszintézisre is. Az SPQ novények hosszantarté dehidracié utan a vad
tipusndl jobban megérizték az életképességiiket és egyuttal PSII-n keresztiili linearis
elektrontranszport sebessége (ETR) is kevésbé csokkent. Mig a zaro6sejtek ABS
érzékenysége csokkentette a levelek gazcseréjét, a csokkent oxidativ karosodas
megkonnyitette a fotoszintetikus reakcidk fenntarthatésagat.

Habar az SPQ fehérjék pontos funkciéjanak megértése tovabbi kisérleteket igényel,
eddigi eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a SPQ fehérjék fontos 6sszekotd
pontként szolgalhatnak az ABS és H20:2 szabdalyozasi rendszerben, ami a paraquat
rezisztencia kialakulasaért is felelds lehet. Az SPQ gének megnovekedett aktivitasa
altal biztositott szarazsagtolerancia és herbicid rezisztencia agrobiotechnolégiai
szempontbdl is érdekes lehet.

4. PlantSize képelemzo program fejlesztése:

Annak érdekében, hogy a Lepidium crassifolium géneket expresszalé transzgénikus
Arabidopsis thaliana vonalak stressztlirését hatékonyan jellemezhessiik, egy
képelemzd programot fejlesztettiink, és kidolgoztunk egy kép analizaldson alapuld
fenotipizalasi protokollt. A digitdlis fotokat feldolgozé PlantSize program
segitségével egyszerlien és koltséghatékonyan kaphatunk informaciot a novények
fenoldgiai és fiziologiai jellemzairdl.

A PlantSize programmal egyszerre tobb ndvényt is vizsgalhatunk és tobbféle
paraméterekrdl szerezhetiink informaciot: egyidejlileg vizsgalhaté a novények
meérete, alakja és szine (klorofill és antocian tartalom), ami egyediilallonak mondhaté
az in vitro képelemz6 alkalmazasok kozott. A technoldgia alkalmazasa nem igényel
koltséges berendezéseket, a képalkotas egy hagyomanyos digitalis kamera
segitségével torténik, majd a program felhasznalébarat feliilletén keresztiil a
képelemzés gyorsan (kb. 5-10 masodperc/foto) elvégezhetd.

A szabad forraskodu program elérhetdvé teszi a nagy ateresztd képeségli adatok
generalasat olyan laborokban is, ahol a koltséges fenotipizal6 platformok hasznalata
nem megoldhato.



A technolégiat alapvetéen in vitro Arabidopsis novények vizsgalatahoz
optimalizaltuk, de megfelel6 kalibraciét kovetSéen barmilyen lapos levélzettel,
rozettaval rendelkez6 novény jellemzésére is alkalmassa tehetd.

A PlantSize segitségével konnyen és koltséghatékonyan tudtuk meghatarozni a
transzgénikus és vad tipusu novények in vitro novekedési ltemét, klorofill és
antocian tartalmat a kiillonb6zd stresszkezelések (paraquat, sd, ozmotikus stressz,
ABS) soran.

A PlantSize rendszer segitségével sikeriilt olyan nagyszamu mérést elvégezni, ami a
Lepidium cDNS klénokat expresszalé transzgenikus Arabidopsis vonalak
jellemzéséhez sziikséges volt.

A kvantitativ adatok birtokdban a korabbiaknal pontosabban tudtuk meghatarozni
azokat a kicsi, de szignifikdns novekedési, morfologiai vagy élettani kiilonbségeket,
amik a stressztoleranciat jellemezték.



OSSZEFOGLALAS

A COS rendszer segitségével Lepidium crassifolium-ban sikeresen azonositottunk egy
kis fehérjét (Small Paragquat Resistance protein, LcSPQ), melynek tultermeltetése az
Arabidopsis thaliana transzgenikus noévényekben paraquat rezisztenciat eredményezett. A
LcSPQ homolégjainak azonositasa révén azt talaltuk, hogy SPQ tipusu gén minden, a
kiilonboz6 adatbazisokbél elérhetd, genomszekvencidval rendelkezd és altalunk vizsgalt
novényben megtaldlhaté. Az AtSPQ gén expresszidjadnak megemelése szintén paraquat
rezisztenciat eredményezett, mig a gén funkciovesztéses mutacidja (spql) enyhe
érzékenységet okozott. A 69 illetve, 70 aminosavbdl all4, citoplazmaban lokalizalt LcSPQ
illetve AtSPQ fehérjék fokozott aktivitdsa nem csak paraquat rezisztenciat eredményezett,
de megnovelte ABS hormonnal szembeni érzékenységiiket is, mig az spql mutans
abszcizinsav toleranciat mutatott. Mind a Lepidiumbdél mind az Arabidopsisbdl szarmazé SPQ
fehérjét tultermelé novények megemelkedett ellendlléképességet mutattak a vizhiany
okozta szarazsagstresszel szemben. A transzgenikus névények jobban tulélték a kiszaradast
és fotoszintetikus elektrontranszportjuk is stabilabb maradt, mint a vad tipusu Arabidopsis
novényeknek. Bar a pontos molekularis funkciéja ezeknek a kis fehérjéknek nem ismert, az
egyértelmd, hogy tobbféle stresszel kapcsolatos szabalyozé mechanizmust befolyasolnak.
Tovabbi jellemzésiik a szarazsagtiiréssel kapcsolatos agrobiotechnolégiai alkalmazasok
kifejlesztéséhez vezethet.

A szamitogépes képelemzés egyre elterjedtebb vizsgalati modszer, segitségével
egyszerlien és gyorsan nyomon kovethetjilk a novények fejlodése soran bekovetkezd
valtozdsokat. Munkank sordn egy olyan nem destruktiv médszert fejlesztettiink ki, mellyel
informaciot szerezhetiink az Arabidopsis thaliana noévények morfologiai és fizioldgiai
paramétereir6l. A rozetta morfoldgiai jellemzdinek meghatarozasa soran linearis
kapcsolatot talaltunk annak mérete és friss tomeg kozott, és hasonl6 tendenciat figyeltliink
meg a friss tomeg és a pixel szamok novekedése kozott is. A Kklorofill-tartalom
meghatarozasa sordn pozitiv korrelaciét allapitottunk meg a novények Hue értéke
(szinarnyalat) és a mért klorofill tartalom ko6zo6tt, mig az antocian tartalom esetében inverz
osszefliggést talaltunk. A PlantSize alkalmazassal egyszeriien és koltséghatékonyan kaptunk
adatokat az novények rozetta méretéhez kotheté paramétereinek (tertilet, konvex hull,
lefedettség, friss suly) valamint a klorofill és antocian tartalmanak valtozasarol. A program
és a kidolgozott analitikai modszer segitségével hatékonyan és pontosan tudtuk a
stresszhatasok kovetkezményeit vizsgalni, a Lepidium cDNS kl6nokat taltermeld
transzgenikus novények novekedését, élettani jellemzdit nem destruktiv. moddon
tanulmanyozni, stressz toleranciajukat jellemezni.
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